mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex1)参与蛋白质、脂质合成、糖酵解、能量代谢以及自噬的调节[@b1]。雷帕霉素（Rapamycin）是特异的mTORC1的活性抑制剂，可将无细胞因子体外培养的人和鼠来源的造血干细胞阻滞在G~0~期而维持造血干细胞的稳态[@b2]。这种稳态的维持可以提高脐带血CD34^+^细胞的移植成功率[@b3]。mTORC1的活性影响正常造血发育，TSC1 (tuberous sclerosis complex1）缺失激活mTORC1，降低小鼠各项造血指标，而雷帕霉素则可以明显逆转造血能力的下降[@b4]。近年来的研究表明，mTORC1活性抑制剂雷帕霉素和依维莫司可明显降低膀胱癌[@b5]、非小细胞肺肿瘤[@b6]、前列腺癌[@b7]细胞的活性和成瘤性。我们之前在研究中也发现雷帕霉素可增强血液系统肿瘤的辐照敏感性[@b8]。然而雷帕霉素对正常造血系统及辐照敏感性的影响尚未见报道，因此我们建立了雷帕霉素预处理小鼠模型，探讨雷帕霉素预处理对^60^Co辐照小鼠造血系统损伤的影响。

材料和方法 {#s1}
==========

1．主要实验试剂和仪器：雷帕霉素购于美国Selleckchem公司；^60^Co γ射线放射源（HFY-YC型）存放于苏州大学辐照中心；SYSMEX KX-21N血细胞分析仪为日本SYSMEX株式会社产品；Sysmex KX/XP稀释液购自济南希森美康医用电子有限公司；石蜡切片机（RM2245型）和正置显微镜（DM2000型)购于德国Leica公司；体视显微镜（SZX16型）为日本Olympus公司产品。

2．实验动物饲养及分组：6\~8周龄C57BL/6J小鼠购于上海斯莱克实验动物有限公司，饲养于苏州大学SPF动物中心，温度20°C，湿度（55±5)%，12 h黑暗12 h照明。实验鼠分为非辐照组与辐照组，每组再分为雷帕霉素预处理组和对照组。每个处理组小鼠最少3只。本研究得到苏州大学实验动物使用伦理委员会审核批准。

3．雷帕霉素腹腔注射：雷帕霉素溶于无水乙醇中−20°C保存，实验前按照4 mg/kg用稀释液（无菌水∶聚乙二醇∶吐温80=8∶1∶1）稀释。雷帕霉素预处理组小鼠隔日腹腔注射1次，共5次，对照组同法注射等量稀释液。末次注射后第2天进行^60^Co辐照处理。

4．小鼠^60^Co辐照：所有小鼠辐照处理均在苏州大学辐照中心进行。辐照前将小鼠置于有机玻璃盒内，距离^60^Co γ射线放射源120 cm，圆周排列放置，剂量率为2 Gy/min，小鼠全身辐照剂量为5 Gy。

5．小鼠外周血细胞分析：未辐照组及辐照后第0.5、1、2、3、5、7、40、70天各组小鼠摘眼球取外周血20 µl，采用SYSMEX KX-21N血细胞分析仪检测白细胞计数（WBC)、淋巴细胞计数（LYM)、红细胞计数（RBC)、血红蛋白含量（HGB）及血小板计数(PLT)。

6．雷帕霉素预处理对辐照小鼠胸骨骨髓有核细胞的影响：5 Gy辐照处理后第5天颈椎脱臼处死小鼠，取胸骨并以4％多聚甲醛室温固定24 h，EDTA脱钙液常温脱钙1周，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，切片厚度3 µm，伊红和苏木素染色，中性树脂封片镜检及拍照分析。

7．小鼠内源性脾集落（colony forming unit of spleen, CFU-S）的观察：取5 Gy辐照后第5天小鼠脾脏，立即浸没于Tellyesniczky固定液，常温处理24 h后体视显微镜下观察突出于脾脏表面的白色结节状CFU-S。内源性脾集落代表照射后体内存活的造血干／祖细胞水平，一个脾集落代表一个造血干/祖细胞生成的造血单元[@b9]--[@b10]。

8．统计学处理：实验数据用Graphpad Prism 5.0统计软件分析。组间比较采用未配对双尾*t*检验，以*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．雷帕霉素预处理对小鼠WBC的影响：①未辐照组：雷帕霉素预处理组小鼠WBC低于对照组(*P*=0.002)。②辐照组：辐照后第0.5\~7天，雷帕霉素预处理组和对照组小鼠WBC均低于未辐照组，但是两个辐照组组间比较，差异无统计学意义(*P*\>0.05)；辐照后第40、70天两组小鼠WBC均开始升高，雷帕霉素预处理组高于对照组(*P*\<0.05)，并且两时间点WBC均接近正常水平（未辐照组的对照组），但对照组在辐照后第40天和70天依然低于正常水平，提示辐照前给以雷帕霉素处理对辐照后小鼠WBC的恢复有促进作用。详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 雷帕霉素预处理对^60^Co辐照小鼠白细胞计数的影响（×10^9^/L，*x*±*s*）

  组别            雷帕霉素预处理组    对照组     *t*值   *P*值
  -------------- ------------------ ----------- ------- -------
  未辐照组           3.06±0.65       5.07±0.27   3.30    0.002
  辐照组                                                
   辐照后0.5 d       1.52±0.09       1.42±0.12   0.69    0.501
   辐照后1 d         1.22±0.09       0.99±0.09   1.74    0.095
   辐照后2d          1.08±0.10       0.74±0.09   2.31    0.033
   辐照后3d          0.27±0.03       0.27±0.07     0     1.000
   辐照后5d          0.46±0.04       0.39±0.02   1.43    0.162
   辐照后7d          0.35±0.03       0.33±0.02   0.42    0.687
   辐照后40 d        4.48±0.33       3.02±0.46   2.43    0.045
   辐照后70 d        5.75±0.19       3.98±0.21   6.03    0.001

注：每组小鼠≥3只

2．雷帕霉素预处理对辐照小鼠外周血LYM的影响：①未辐照组：雷帕霉素预处理组小鼠外周血LYM低于对照组(*P*\<0.001)。②辐照组：辐照后第0.5\~7天，小鼠LYM与未辐照组比较明显降低；辐照后第40、70天两组小鼠LYM均开始升高，雷帕霉素预处理组高于单独辐照组(*P*\<0.05)，并且接近正常水平，但对照组在辐照后第40天和70天依然低于正常水平，提示辐照前给以雷帕霉素预处理对小鼠辐照后LYM的恢复有促进作用。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 雷帕霉素预处理对^60^Co辐照小鼠外周血淋巴细胞计数的影响（×10^9^/L，*x*±*s*）

  组别            雷帕霉素预处理组    对照组     *t*值    *P*值
  -------------- ------------------ ----------- ------- ---------
  未辐照组           2.39±0.52       4.19±0.23   3.55    \<0.001
  辐照组                                                
   辐照后0.5 d       0.13±0.07       0.12±0.06   0.11     0.914
   辐照后1 d             0           0.06±0.03     −        −
   辐照后2d          0.04±0.04           0         −        −
   辐照后3d              0               0         −        −
   辐照后5d              0               0         −        −
   辐照后7d              0               0         −        −
   辐照后40 d        3.10±0.33       1.50±0.42   2.86     0.024
   辐照后70 d        4.97±0.24       2.88±0.27   5.55    \<0.001

注：每组小鼠≥3只；−：未作分析

3．雷帕霉素预处理对辐照小鼠RBC的影响：①未辐照组：雷帕霉素预处理组小鼠RBC高于对照组(*P*\<0.05)。②辐照组：辐照后第3、5、7天RBC开始下降且低于正常水平，雷帕霉素预处理组小鼠RBC均高于对照组(*P*\<0.05)，提示雷帕霉素预处理能减缓辐照引起的RBC降低；辐照后第40、70天，雷帕霉素预处理组小鼠RBC与对照组比较，差异无统计学意义(*P*\>0.05)，提示雷帕霉素预处理不影响辐照小鼠RBC的恢复。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 雷帕霉素预处理对^60^Co辐照小鼠红细胞计数的影响（×10^12^/L，*x*±*s*）

  组别            雷帕霉素预处理组     对照组     *t*值   *P*值
  -------------- ------------------ ------------ ------- -------
  未辐照组           10.12±0.28      9.12±0.21    2.25    0.029
  辐照组                                                 
   辐照后0.5 d       10.99±0.36      10.27±0.07   1.95    0.067
   辐照后1 d         9.46±0.20       9.72±0.19    0.93    0.362
   辐照后2d          10.07±0.19      9.15±0.56    1.78    0.091
   辐照后3 d         9.37±0.12       8.00±0.17    6.48    0.003
   辐照后5d          7.70±0.21       7.01±0.13    2.60    0.013
   辐照后7d          9.22±0.18       7.92±0.25    4.26    0.002
   辐照后40 d        8.25±0.78       7.96±0.33    0.37    0.724
   辐照后70 d        8.78±0.25       8.96±0.11    0.76    0.461

注：每组小鼠≥3只

4．雷帕霉素预处理对辐照小鼠HGB的影响：①未辐照组：雷帕霉素预处理组HGB高于对照组(*P*\<0.001)。②辐照组：辐照后骨髓造血受抑制，辐照后第3、5、7天HGB开始下降并低于正常水平，而雷帕霉素预处理组HGB高于对照组(*P*\<0.01)，提示雷帕霉素预处理能减轻辐照引起的小鼠HGB降低。辐照后第40天，雷帕霉素预处理组HGB高于对照组(*P*\<0.05)，第70天与对照组比较差异无统计学意义(*P*\>0.05)，提示雷帕霉素预处理对辐照小鼠HGB恢复有一定的影响。详见[表4](#t04){ref-type="table"}。

###### 雷帕霉素预处理对^60^Co辐照小鼠血红蛋白含量的影响(g/L,*x*±*s*）

  组别            雷帕霉素预处理组     对照组      *t*值    *P*值
  -------------- ------------------ ------------- ------- ---------
  未辐照组          155.00±4.30      134.20±2.80   3.54    \<0.001
  辐照组                                                  
   辐照后0.5 d      170.60±5.30      157.40±1.10   2.44     0.025
   辐照后1 d        142.10±2.90      143.50±2.20   0.39     0.702
   辐照后2d         144.80±2.40      144.20±2.20   0.18     0.861
   辐照后3 d        141.70±2.60      118.30±2.00   7.07     0.002
   辐照后5d         117.70±3.00      105.40±1.80   3.14     0.003
   辐照后7d         141.20±1.80      120.80±4.60   4.09     0.002
   辐照后40 d       163.30±16.50     118.00±7.60   2.92     0.027
   辐照后70 d       131.30±2.50      127.80±1.20   1.23     0.237

注：每组小鼠≥3只

5．雷帕霉素预处理对辐照小鼠PLT的影响：①未辐照组：雷帕霉素预处理与对照组小鼠PLT比较，差异无统计学意义(*P*\>0.05)。②辐照组：辐照后第2天雷帕霉素预处理组小鼠PLT低于对照组(*P*\<0.001)，辐照后第5、7天高于对照组(*P*\<0.05)，提示雷帕霉素预处理对于辐照后短期内（第0.5\~7天）PLT变化作用无规律；辐照后第40、70天小鼠PLT计数与对照组差异无统计学意义，提示雷帕霉素预处理对辐照小鼠血小板的恢复无明显影响（[表5](#t05){ref-type="table"}）。

###### 雷帕霉素预处理对^60^Co辐照后小鼠血小板计数的影响（×10^9^/L，*x*±*s*）

  组别            雷帕霉素预处理组       对照组       *t*值    *P*值
  -------------- ------------------ ---------------- ------- ---------
  未辐照组          993.50±28.44     1 035.00±32.20   0.64     0.528
  辐照组                                                     
   辐照后0.5 d      933.60±26.63      938.90±27.44    0.14     0.891
   辐照后1 d        874.30±39.66      898.60±21.13    0.54     0.594
   辐照后2d         816.30±21.18     1 064.00±12.58   7.85    \<0.001
   辐照后3d         942.00±47.50      861.30±70.01    0.95     0.394
   辐照后5d         780.90±31.14      653.10±15.58    3.28     0.002
   辐照后7d         332.50±48.83      197.20±15.19    2.65     0.025
   辐照后40 d       749.00±43.98      722.50±36.50    0.35     0.742
   辐照后70 d       918.80±19.74      840.50±32.45    2.17     0.051

注：每组小鼠≥3只

6．雷帕霉素预处理对小鼠胸骨骨髓有核细胞的影响：①未辐照组：雷帕霉素预处理组与对照组小鼠胸骨骨髓腔内有核细胞聚集形成造血微环境，成熟红细胞少量出现并分布于有核细胞团块间隙，两处理组骨髓细胞分布无差异。②辐照组：雷帕霉素预处理组和对照组小鼠胸骨骨髓有核细胞均明显减少、红细胞显著增多，有核细胞稀疏散在分布于骨髓腔，但雷帕霉素预处理组有核细胞和红细胞残留量明显多于单独辐照组，并且有核细胞分布较集中（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），提示雷帕霉素预处理可减轻辐照所致小鼠骨髓有核细胞数的减少。

![雷帕霉素预处理对^60^Co辐照小鼠胸骨骨髓有核细胞的影响（HE染色，×400）\
A：辐照对照组；B：雷帕霉素预处理辐照组](cjh-36-04-321-g001){#figure1}

7．雷帕霉素预处理对辐照后小鼠脾造血能力的影响：未辐照组：雷帕霉素预处理组和对照组小鼠脾脏表面均未见白色CFU-S斑点。辐照组：雷帕霉素预处理组5 Gy全身辐照处理第5天小鼠脾脏CFU-S计数（40.00±12.86）高于对照组（13.20±2.31) (*P*=0.035)（[图2](#figure2){ref-type="fig"}），表明雷帕霉素预处理组小鼠辐照后存活的造血干／祖细胞多于对照组。

![^60^Co辐照后第5天对照组（A）和雷帕霉素预处理组（B)小鼠内源性脾集落（白色斑点）的比较](cjh-36-04-321-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

辐照可以引起造血细胞的基因组损伤、自由基产生、线粒体异常，使造血细胞衰老，诱发骨髓抑制现象、白血病等造血系统疾病[@b11]--[@b15]。mTORC1参与基因组损伤修复，调节线粒体活性，调节代谢抑制自由基的产生[@b16]--[@b18]，并且发现许多白血病的发生与mTORC1活性升高有关，其抑制剂雷帕霉素可以有效降低白血病相关细胞的活性[@b19]。

本研究探索雷帕霉素对于正常小鼠^60^Co γ射线照射后对造血系统是否有保护作用，分析了辐照后小鼠短期和长期的外周血细胞计数变化，骨髓切片检测了辐照后骨髓有核细胞的变化，脾集落计数检测体内存活的造血干/祖细胞水平。未辐照小鼠雷帕霉素组WBC、LYM降低，RBC、HGB升高，符合雷帕霉素作为免疫抑制剂的作用。辐照后不同时间点的外周血分析显示，WBC和LYM受辐照影响较明显，辐照后外周血WBC和淋巴细胞数显著降低，辐照后短期（\<7 d)两种细胞的减少在两组之间没有显著差异，可能是辐照后外周血中的白细胞和淋巴细胞的数量已低至无法检测的水平。辐照后40天，WBC和LYM开始恢复，但是单独辐照组仍低于未辐照组水平，雷帕霉素预处理组在辐照后70 d已恢复至正常水平，说明雷帕霉素对造血系统起到保护作用，使造血系统的长期恢复能力增强。辐照后3 d开始单独辐照组小鼠RBC和HGB低于未辐照组小鼠，但是雷帕霉素预处理组明显高于单独辐照组，辐照后期RBC和HGB在两组中均恢复至正常水平，说明辐照对于红系的影响可能是短期的。血小板的变化并未出现WBC、LYM、HGB类似的现象。

骨髓切片结果显示，雷帕霉素预处理可明显抑制辐照所致的骨髓有核细胞数的减少，在一定程度缓解辐照引起的造血抑制。CFU-S是机体受到照射后，体内存活的造血干／祖细胞在脾中增殖、分化，最后生成大小不等的脾集落，代表照射后体内存活的造血干／祖细胞的水平。本实验结果显示雷帕霉素预处理能增加辐照小鼠CFU-S的数量，提示雷帕霉素降低辐照引起的造血干／祖细胞的损伤，使得造血干/祖细胞的存活率增加。

综上所述，雷帕霉素预处理可在一定程度上减轻^60^Co全身照射所致的小鼠造血系统损伤，使白细胞、淋巴细胞的恢复能力增强。但是本研究结果和结论仅限于小鼠动物实验，在人类以及临床意义还有待于探索，雷帕霉素在小鼠中的保护作用机制也有待进一步研究。
